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zx te PL ES RA Attacin-2 基因 的 克隆 .序列 分 析 
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摘要 : 攻击 素 (attacin ) 作为 昆虫 抗菌 肽 之 一 , 在 昆虫 的 先天 免疫 中 起 着 重要 作用 。 本 研究 通过 家 蝇 Musca domestica 
EST 序列 旬 选 并 结合 RACE 技术 克隆 了 家 晶 的 Attacin-2 基因 (Mdatta2) cDNA 序列 。 其 全 长 819 bp, 包含 一 个 726 bp 
的 完整 开放 阅读 框 (open reading frame, ORF) , LL 42 bp 的 5 末端 非 翻 译 区 (3 UTR) 4151 bp 的 3 末端 非 翻 译 区 
(3' UTR) ,编码 241 个 氨基 酸 残 基 , 推导 的 多 肽 N 端 22 个 氨基 酸 残 基 为 信号 肽 序列 。 同 源 性 分 析 表 明 , 其 氨基 酸 序 
列 与 嗜 凤梨 果 晶 Drosophila ananassae 的 Attacin 一 致 性 最 高 (46% ) 。 以 邻接 法 (Neighbor-Joining, NJ) 构 建 的 系统 关系 
表明 , ZIEH) Attacin-2 与 其 他 双 翅 目 昆虫 的 Attacin 起 源 于 共同 的 祖先 ， 属 于 Attain_C 超 家 族 。 应 用 实时 交 光 定量 
PCR 的 方法 研究 家 晶 幼 虫 在 受到 外 源 细 菌 刺激 时 Mdatta2 基因 的 表达 , 结果 显示 , 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 和 金黄 
5,78] 95] EK ER] Staphylococcus aureus 分 别 刺 激 后 3 h 和 6 h, 家 蝇 幼 虫 Mdatta2 表达 量 出 现 显 著 上 调 。Mdatta2 基因 在 家 晶 
幼虫 体内 呈 诱 导 型 表达 ,表达 水 平 随 诱导 时 间 的 不 同 而 变化 , 提示 Mdatta2 基因 可 能 在 家 蝇 免 疫 防 御 过 程 中 起 着 重 
要 作用 。 
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LIU Feng-Song' , SUN Ling-Ling, TANG Ting, WANG Li-Na (College of Life Sciences, Hebei University , 
Baoding, Hebei 071002, China) 


Abstract: As a member of the antimicrobial peptide family, attacin plays a key role in insect innate 








immune system. In this study, a cDNA of 819 bp encoding attacin-2 was cloned from housefly ( Musca 
domestica) by RACE based on the EST information, and named Mdatta2. The cDNA sequence contains a 
726 bp open reading frame ( ORF) encoding 241 amino acid residues and is flanked by a 42 bp 5' UTR and 
a 51 bp 3' UTR. The deduced peptide contains a putative signal peptide of 22 amino acids. The amino acid 
sequence of Mdatta2 showed the highest identity (46% ) with that of Drosophila ananassae by Blastp 
analysis. The phylogenetic tree indicates that the attacin-2 from housefly and those from other dipterans are 
descended from a single common ancestor and belong to Attain, C superfamily. The expression of Mdatta2 
transcript was measured by real-time PCR. The results demonstrated that after housefly larvae were 
challenged with Escherichia coli and Staphylococcus aureus , respectively, the mRNA level of Mdatta2 at 3 h 
and 6 h post-challenge was up-regulated and significantly higher than that of the blank control. The 
expression of Mdatta2 is inducible, and its expression level varies with the induction time, suggesting that 
Mdatta2 may play an important role in housefly defensive system. 
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昆虫 能 够 有 效 地 防御 病原 微生物 的 入 侵 , 一 个 Tanaka et al., 2009) 。 抗 菌 肽 是 生物 体内 一 些 具有 
重要 原因 是 体内 含有 能 防御 细菌 入 侵 的 抗菌 肽 。” 抗菌 活性 的 小 分 子 多 肽 ,是 防御 病原 微生物 入 侵 的 
( antibacterial peptide ) ( Imler and Bulet, 2005; AA BEER ( Kamysz and Turecka, 2005), 。 攻 击 素 
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( attacin ) E MA fi m ERAR Hyalophora cecropia 
体内 发 现 并 分 离 得 到 的 一 类 富 含 甘氨酸 的 可 诱导 型 
抗菌 肽 (Hultmark et al., 1983) 。 人 研究 证 明 , TRA 
FURDDUSI H Ebr B, 攻击 素 与 天 看 素 (cecropin)、 防 
{HZ ( defensin ) 以 及 溶 阔 酶 (lysozyme ) 等 一 起 构成 
了 昆虫 体液 免疫 防御 系统 的 主体 (Fiokka et al., 
2005; 王 艳 等 , 2009 ) 。 

家 量 Musca domestica 属于 世界 性 分 布 的 昆虫 ， 
隶属 于 昆虫 岗 (msecta ) X H (Diptera) 环 裂 亚 目 
( Cyclorrhapha ) WE ( Muscidae ) 晶 属 Musca, 从 幼虫 
到 成 虫 都 生活 在 极其 恶劣 的 环境 中 ,， 携 融 着 许多 病 
原 体 , 但 家 蝇 本 身 不 受 这 些 病原 的 感染 ,所 以 家 晶 
必定 具有 独特 而 完善 的 免疫 防御 机 制 。 对 家 晶体 内 
抗菌 物质 的 生化 及 分 子 生物 学 研究 表明 ,其 体内 存 
在 具有 多 种 抗菌 功能 的 抗菌 肽 ( 王 远 程 等 ，1992， 
1997; 王 继 恒 和 曲 传 智 ，2000; 周 义 文 等 ,2008 ) 。 
目前 在 家 蝇 中 已 经 鉴定 的 抗菌 肽 主要 有 5 种 : 防御 
素 ( 王 来 城 等 , 2003 ; FRS, 2004; Wang et al., 
2006) 攻击 素 ( 耿 华 等 , 2004)、 天 看 素 ( 金 小 宝 等 ， 
2004; Liang et al., 2006 ) X W Hä (Ren et al., 
2009) 、 双 翅 肽 ( diptericin) 〈 柳 峰 松 等 ,2009 ) 。 目 
前 国内 外 对 双 这 目 和 钱 读 目的 攻击 素 已 经 展开 了 较 
为 广泛 的 研究 , 人 研究 表明 攻击 素 具 有 广 谱 的 抗菌 活 
性 , 但 对 其 抗菌 机 制 还 不 是 很 清楚 ( Kishimoto et 
al., 2002; 联 华 等 , 2004; Kwon et al., 2008; Wang 
et al., 2008 ,2010)。 本 文 为 了 进一步 研究 攻击 素 
的 抗菌 机 制 , 通过 搜索 本 实验 室 测 得 的 家 蝇 转 录 组 
数据 库 , 得 到 一 条 家 蝇 Attacin 基因 EST, 采用 RT- 
PCR 和 RACE 技术 克隆 到 一 条 新 的 家 蝇 抗 菌 上 肽 
Attacin-2 ÆA, 并 对 其 在 家 蝇 免 疫 应 答 中 的 表达 变 
化 进行 了 初步 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 家 晶 M. domestica 种 晶 由 中 国 科 学 院 动 物 
WRAAE EMERE, 幼虫 由 本 实验 室 饲 养 , 饲 
养 温度 25%C ， 相 对 湿度 50% ~70%。 诱导 所 用 大 
Hm FP EB Escherichia coli 4H 4 E 6 A) A EK A 
Staphylococcus aureus 为 本 实验 室 所 保存 。 

1.1.2 主要 试剂 ， RNAiso Plus Zt BE BH EH: DNA 
回收 试剂 盒 pMD18-T 载体 SYBR Green 为 TaKaRa 
公司 产品 ，M-MLV 反 转 录 酶 、Taq DNA 聚合 酶 以 及 
引物 均 为 南京 金 斯 珊 科 技 有 限 公 司 产品 。 


1.2 家 蝇 幼 虫 攻 毒 试验 

参考 柳 峰 松 等 (2009 ) 的 方法 , 用 微生物 刺激 家 
tE: 取 奉 干 大 小 均一 \ 用 无 兰 培 养 基 培养 的 家 晶 3 
龄 幼虫 , 分 别 经 新 鲜 培养 的 大 肠 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 
球菌 再 液 ( OD =1. 8) iz 18 10 min 后 ， 用 无 菌 针 针 
刺 家 蝇 幼 虫 , 刺激 后 直接 转 和 人 无 苗 培 养 基 培 养 , TE 
针 刺 后 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48 和 60Rh 各 取 6 头 幼 
虫 分 别提 取 总 RNA。 
1.3 总 RNA 提取 和 反 转 录 

按照 使 用 说 明 书 , 用 RNAiso Plus (TaKaRa 公 
HJ) 提取 家 蝇 幼 虫 总 RNA, 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 
其 完整 性 后 , 利用 核酸 定量 仪 测定 其 浓度 和 纯度 ， 
各 取 2 ug 总 RNA, 以 AOLP[5'-GGCCACGCGTCGA 
CTAGTACT。(GXZAZC) -3 1] 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA 
( Liu et al., 2005) , 
1.4 Z attacin-2 cDNA 片段 验证 

根据 本 实验 室 家 晶 转 录 组 数据 库 中 的 Attacin-2 
EST 序列 设计 特异 正 问 引物 AttaFl (5”- 
ATTCAAACGAAATAAACATCAA-3') RI R [5] 引物 
AttaR1 ( 5'-AACCCTTAAAAGCATGACTTC-3), W 
家 蝇 cDNA 为 模板 , 进行 PCR 234, PCR 反应 条 件 
为 : 94C MAE 4 min; 94% 30 s, 577C 40 s, 72% 
1 min, 35 个 循环 ; 72% 延伸 10 min; PCR 产物 经 
1.0% 玉 脂 糖 凝 及 电泳 分 离 、 切 胶 回 收 后 ， 连 接 
pMDI8-T (TaKaRa 公司 ) RA, $e 4b X B T A 
DH5o 感受 态 细胞 PCR fiie PH HEEE DU EE c 
1.5 Zi Attacin2 HA 3“ 末端 的 克隆 

采用 RACE 技术 , UZE cDNA 为 模板 , 根据 
已 验证 的 家 蝇 Attacin-2 cDNA. Fr Eee Brem sl vi 
AttaF2 ( 5-CCGCAACGAGTTTATGTA-3') 5E cDNA 
Rm AP( 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTAC- 
3'), 进行 PCR f 34, PCR 反应 条 件 为 : 94 预 变 
性 4 min; 94% 变性 30 s, S7% 退火 40 s, 727C 延伸 
80 s, 35 个 循环 ; 72°C 延伸 10 min, PCR 产物 用 同 
上 方法 进行 克隆 测序 。 
1.6 家 蝇 Attacin-2 基因 全 长 cDNA 克隆 

用 序列 5 端 特 异 引物 AttaFl 和 3^ 端 特 异 引 物 
AttaR2 ( 5'-GATCATATATTTCTCAAGCTT-3/), W 
cDNA 为 模板 克隆 Attacin-2 全 长 cDNA。 反 应 程序 
为 : 94% 预 变性 4 min; 94% 变性 30 s, 57% 退火 
40 s, 72C 延伸 1 min, 30 个 循环 : 最 后 72%C 延伸 
10 min, PCR 产物 用 同上 方法 进行 克隆 测序 。 
1.7 序列 分 析 

将 上 述 测序 结果 进行 比 对 拼接 ,利用 Bioedit 
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软件 搜索 开放 阅读 框 , 翻译 成 氨基 酸 序列 , 在 NCBI 
网 站 上 利用 Blastp 程序 进行 相似 性 比 对 。 应 用 
ExPASy Molecular Biology Server 上 的 ProtParam 程序 
对 推导 的 多 肽 序列 进行 分 析 。 利 用 SingalP 3.0 查 
RIR SAko HH Bioedit 软件 分 析 其 成 熟 肽 氨基 酸 组 
成 。 利 用 MEGA 4.0 软件 对 昆虫 attacin, diptericin 
和 sarcotoxin 了 [等 抗菌 肽 的 多 肽 序列 进行 多 重 比 对 ， 
通过 NJ (neighbor-joining) 方 法 构建 分 子 系统 树 。 
1.8 Z Attacin-2 基因 的 表达 定量 

以 组 成 型 表达 的 b-actin 基因 作为 内 参 基因 , 设 
计 内 参 基 因 引 物 ActinF (5'-GAGAAATCCTATGAAC 
TTCCCGACG-3’) 和 ActinR (5’-GGATACCGCAAGAT 
TCCATACCCAA-3') 以 及 目的 基因 的 特异 引物 AttaF2 
和 AttaR3 (5'-CAGGGAGTTCTICCAGTC-3^ , 利用 实 
里 光 定量 PCR 检测 在 外 源 微生物 大 肠 杆 菌 和 人 金 
黄色 葡萄 球菌 分 别 刺激 后 ，Attacin-2 基因 随时 间 的 
表达 量变 化 。PCR 反应 条 件 : 95C 1 min; 95% 
20 s, 60%C 10 s, 60% ERREKIE, 共 45 个 循环 。 
测定 溶解 曲线 的 反应 条 件 : 607C 到 95%C ， 每 升 高 
0.5 人 停留 5 s, 采集 严 光 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

处 理 组 样本 基因 的 数量 用 相对 定量 2 "法 来 
表示 ， 即 先 用 参照 基因 b-actin 进行 标准 化 , 然后 和 


对 照 组 样本 基因 进行 比较 。 具 体 方法 : 2 0 = 
2 80O) 79) ,其 中 Acr(1) = 处 理 组 样本 基因 
Cr - 处 理 组 参照 基因 C+, ACr(2) = 对 照 组 样本 基 
C, - 对 照 组 参照 基因 C1。 处 理 组 样本 基因 相对 
于 对 照 组 样本 基因 的 量 通过 公式 2 sc 计算 得 到 ， 
然后 再 取 均 值 。 用 检验 (n =6) 来 比较 处 理 组 和 对 
照 组 的 差异 , P «0.01 为 极 显 著 差异 , 0.01 <P < 
0.05 为 显著 差异 , P >0.05 则 为 无 显著 差异 。 


2 fm 


2.1 ZHR Attacin-2 基因 cDNA 全 序列 及 分 析 

经 过 同 源 PCR 克隆 ， 获 得 家 晶 Attacin-2 基因 
全 长 cDNA 序列 819 bp, 此 序列 包含 726 bp 完整 的 
开放 阅读 框 (ORF) , 5“ 末端 非 翻 译 区 42 bp, 3 “末端 
非 翻 译 区 51 bp, PolyA Æ EW 13 个 核 背 酸 处 存在 
典型 的 加 尾 信 号 AATAAA (图 1)。 在 NCBI 进行 
Blastp 同 源 搜索 ， 比 对 结果 表明 所 得 Attacin-2 氨基 
酸 序列 与 嗜 凤 梨 果 晶 Drosophila ananassae attacin 2q 
基 酸 序列 一 致 性 (identity ) 最 高 (46%), 与 家 蝇 
Attacin-1 ( GenBank 登录 号 : AAR23786 ) Æ H M JF 
列 的 一 致 性 为 37% ， 故 将 其 命名 为 家 蝇 Attacin-2 
A (Mdatta2) , GenBank 登录 号 为 了 J794603 。 


1 “ATTCAAACBAAATAAACATCAATTAAAAATTATAGCCT6AANAT6AA6T6TATTCTATT6TT66CA6CTT6T6TT66CATTTTABCTTTT 
M K C I L L L A 


à C v G | L A F 


91 GCATCCGTAACAGAAGCTCABCCGCAACGABTTTATGTACAAAAATTGCCATATTATCCACCTCCCACCCGGGCACCTCAGCTCATGAGA 
A SS T E 0 Pa R V Y V Qü K L P Y Y P P P T R & P ü L M R 


3 


181 GCGCGGCGTTCTCCCGATAGTCCCCCACCAAGTTCTGGCATTCAAATTAABGACCAACTCGGTGAGCAGCAACATATTCACCABGCCCCTCG 


à R R S PDSPPPSSSBI 


| K T NS V S S N | F T S P S 


271 AACAAATTGGATGGTACCGTGACCCAAAGTAAAACCTATTTTCCCAATGGACAATTTTCAGAATCCTCCTCGGGTTCTTTGGACTGGAAG 
N KL DG T Y T ü S K T Y F P N G 3 L DB W K 


G 0 F Ss E Ss SS 


361 AACTCCCTGGGCGTTGGTGGTTCGTTGAGTCGTGACATTACCACGGGTCACAGCGATTCTTTTACAAAATCGTTGGGTGTCAACGTETTE 
Ns L & V GGS L S RD I|! T T A HS D SF T K S L 6 VY N wv F 


451 AACAATGACABGAAACABTCTGGATGCCATGTATTCACAGTCGCACACAAAACTGAACAATGGTTTTGGTTTCAATAGAGAAGGTGGCUTCG 
N N D R N 5 L M Y S U S H T K L NN Gh F 8 F NH R E 68 68 S5 


541 CTRGAAATGGACCAACGAAGGTGGACATBGGTCTGAGTGCTGGTGTTACGCGTTTTGAAGGCATTGGCAAGCAGGCCTCTATTGCTGBUCAAC 
L K V" T NH E 6 GG H & L $5 à & V" T RF E à | 6 K 0 à $5 | AHN 


631 ACAAATCTCTTTACCTCCAATGATGGTAATACTCGCTTGGATGCCTTTGGTICTGGTACBAAATGGTTAAATGGTCCATTTGAAAATCAA 
T NH L F T $5 NH D BN T R L D 4 F 6 $5. Tk W" L N Gh P F E MN d 


721 ABAGAATTCAATTTCGGCTTTGGTGBAABTCATGCTTTTAABGGGTITAABCTTGAGAAATATATGATCTTTTAAAATTAGTAATAAAAAAA 
R EF HF GF 8 6 3s HAF k BG * 


811 AAAAAAAAA 


图 1 家 蝇 Attacin-2 cDNA 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 The complete nucleotide and deduced amino acid sequences of Attacin-2 from Musca domestica 
加 方 框 ATG 和 TAA 分 别 表 示 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 ，AATAAA 为 加 尾 信 号 , 下 划 线 表示 N mia SAko The boxed ATG and TAA indicate the 


start codon and the stop codon, respectively, the letters AATAAA indicate the polyadenylation signal, and signal peptides at the N-terminal are underlined. 


30 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


推导 的 Mdatta2 多 肽 序列 由 241 个 氨基 酸 残 基 
组 成 , 由 SignalP 3.0 程序 预测 N 端 含 有 22 个 氨基 
酸 残 基 的 信号 肽 。Mdatta2 成 熟 肽 由 219 "P m ERE 
残 基 组 成 , 富 含 Gly (12.79% ) Ser (13. 7096 ) 和 
Asn (9.13% ) ， 理 论 分 子 量 为 23.63 kD, 理论 等 电 
KA 9. T1, 

Mdatta2 J& [5] jg 23 EI^] E F1 Ej 0088. EH HI tls Es R B 
Attacin 有 较 高 的 相似 性 , 应 用 Clustal W 程序 对 几 


Musca domestica Attacin-2 
Musca domestica Attacin-1 
Drosophila virilis Attacin 
Drosophila simulans AttacinC 
Drosophila ananassae attacin 


Musca domestica Attacin-2 
Musca domestica Attacin-1 
Drosophila virilis Attacin 
Drosophila simulans AttacinC 
Drosophila ananassae attacin 


Musca domestica Attacin-2 
Musca domestica Attacin-1 
Drosophila virilis Attacin 
Drosophila simulans AttacinC 
Drosophila ananassae attacin 


图 2 


* : 相同 的 氨基 酸 Identical amino acids; 


:: 相似 的 氨基 酸 Similar amino acids; - : zx 
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种 双 姻 目的 Attacin 进行 多 序列 比 对 , 结果 见 图 2。 
利用 MEGA 4.0 软件 对 昆虫 的 Attacin, Sarcotoxin 了 [和 
Diptericin 等 多 肽 序列 以 NJ 法 构建 的 系统 关系 表明 : 
本 实验 得 到 的 家 蝇 Attacin-2 FUER Sarcotoxin [形成 
一 文 , 进化 距离 最 近 , 然后 又 和 双 翅 目 其 他 昆虫 的 
Attacin 聚 在 一 起 , 表明 本 实验 得 到 的 家 蝇 Mdatta2 属 
于 Attacin 家 族 ; 而 与 Attacin/Sarcotoxin [家族 密 切 相 
关 的 Diptericin 则 形成 一 个 独立 的 分 文 (图 3)。 





ahi Attacin-2 与 其 他 物种 Attacin 的 多 序列 比 对 


Fig. 2 Multiple alignment of amino acid sequences of Attacin-2 with those of other attacins from several insect species 


位 The gap. 各 物种 序列 及 其 GenBank 登录 号 The sequences 


and their GenBank accession numbers are as follows; 家 晶 Musca domestica Attacin-2 ( ACO35258) ; 家 昌 Musca domestica Attacin-1 ( AAR23786) ; ER 
Rhy Drosophila virilis Attacin ( XP. 002049765) ; 拟 果 量 Drosophila simulans AttacinC ( AAP69835) ; Ir xA 5-8 Drosophila ananassae Attacin ( XP 


. 001960756). 
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图 3  Attacin. C 超 家 族 抗菌 肽 系统 进 


Drosophila melanogaster Att CAA86995 
Drosophila yakuba AttA AAQO09898 
Drosophila pseudoobscura Att XP 001360617 
Drosophila simulans AttC AAP69835 
Drosophila virilis Att XP 002049765 
Tabanus yao Att ABX80077 
Musca domestica Attl AAR23786 
Glossina morsitans AttB CAP78961 
Glossina morsitans AttA AF368909 1 
Sarcophaga peregrina Sar [l _1 BAA14184 
Sarcophaga peregrina Sar ll A AAA29987 
Sarcophaga peregrina Sar Îl _3 BAA14185 
Sarcophaga peregrina Sar ll. 2 BAA14183 


Drosophila melanogaster DipB NP 523787 


Protophormia terraenovae Dip CAB57822 
Musca domestica Dip ACO35257 


进化 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree of the Attacin. C superfamily 
物种 拉丁 名 后 为 序列 名 及 该 序列 在 GenBank 登录 号 。Following the species name is the sequence name and its GenBank accession number. Att; 


Attacin; sar; Sarcrotoxin; Dip: Diptericin. 
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2.2 Mdatta2 基因 的 表达 

应 用 实时 荧光 定量 PCR 技术 , 检测 家 蝇 幼 虫 
受 大 肠 杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 刺激 后 Mdatta2 基因 
的 表达 ,目的 基因 和 内 参 PCR 产物 的 溶解 曲线 均 
为 尖锐 单 峰 (图 4), 且 各 自 的 溶解 温度 均一 。 利 用 
SPSS 16.0 对 实验 数据 进行 分 析 ，Mdatta2 基因 的 表 
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5 ”和 葡萄 球菌 和 大 肠 杆菌 刺激 家 蝇 幼 虫 后 不 同时 间 
Mdatta2 的 表达 量 分 析 
Fig. 5 Expression profile of Mdatta2 from Musca domestica 
larvae after challenged with Staphylococcus aureus and 
Escherichia. coli 
图 中 数值 为 均 数 土 标准 差 The data in the figure are mean + SD; ”与 
对 照 差异 极 显 著 (t 检验 , P <0. 01 ) Extremely significant difference 
between the treatment and control (t-test, P<0.01); “与 对 有 照 差异 显 
著 (t 检验 , 0. 01 < P «0. 05) Significant difference between the 


treatment and control (t-test, 0.01 <P <0.05). 
* * 
3 Wit 


根据 氨基 酸 组 成 和 结构 特征 , 一 般 可 以 把 昆虫 
抗菌 肽 分 为 5 类 : 天 蛋 素 类 抗菌 肽 昆虫 防御 素 类 
HAI E a ARD A A, E a H AR H D A 
KWRA CECER AR, 2004) 。 本 研究 从 家 蝇 中 克 
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达 趋 势 见 图 5, 结果 表明 在 未 经 诱导 的 家 蝇 幼 虫 体 
内 Mdatta2 基因 的 表达 量 极 低 ， 经 过 菌 体 刺激 后 
Mdatta2 基因 表达 迅速 上 调 , 在 3 h 达到 高 峰 , 6 h 
仍 有 很 高 的 表达 , 12 h 逐渐 恢复 60 h 后 基本 恢复 
到 正常 水 平 。 通 过 上 检验，Mdatta2 基因 表达 量 在 诱 
导 前 后 具有 极 显著 差异 (已 <0.01) 。 
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图 4 ZIR B-actin ( A) fll Mdatta2 (B) 扩 增产 物 溶解 曲线 
Fig. 4 Melting curve of the PCR products of B-actin (A) and Mdatta2 (B) from Musca domestica 


隆 了 Mdatta2 基因 ,其 推导 的 多 肽 由 241 个 氨基 酸 
组 成 , RAKA 12. 79% 的 甘氨酸 , 属于 富 含 甘 所 
酸 的 抗菌 肽 家 族 。 分 子 系统 学 分 析 表 明 Mdatta2 属 
于 Attacin_C 超 家 族 。Attain_C 超 家 族 抗 菌 肽 的 C 
端 都 有 一 个 或 两 个 富 含 甘氨酸 的 结构 域 一 一 G 结构 
域 (G-domain) ,因此 也 被 称 为 富 含 甘氨酸 的 一 类 抗 
菌 肽 (glycine-rich antibacterial peptide) , 此 类 抗菌 肽 
被 认为 主要 抗 G W, 也 有 抗 G' PW (Brey and 
Hultmark, 1988) 。 其 杀菌 机 制 可 能 是 : attacin 在 脂 
多 糖 (lipopolysaccharide ，LPS ) 的 参与 下 , 抑制 细菌 
一 些 外 膜 蛋 白 基 因 的 转录 , 使 这 些 和 蛋白 的 合成 减 
^b, 从 而 增加 外 膜 的 渗透 性 ， 抑 制 细 菌 的 生长 
( Carlsson et al., 1998; Kishimoto et al., 2002) 。 

家 蝇 幼 虫 对 不 同 的 细菌 刺激 有 特异 性 反应 , H 
经 刺激 后 抗菌 蛋白 的 含量 会 大 量 增加 ( 侯 利 霞 等 ， 
2006) 。 本 实验 采用 实时 痰 光 定 量 PCR 的 方法 , W 
F Mdatta2 基因 在 诱导 不 同时 间 的 表达 情况 , 结果 
表明 ,Mdatta2 可 受 大 肠 杆菌 (G 菌 ) 和 人 金黄 色 和 葡萄 
RACC HAF, 在 幼虫 体内 呈 显 著 诱 导 型 表达 。 
这 与 其 他 人 的 研究 结果 相符 合 ( Xu et al., 2007; 
Wang et al., 2008; 李 殿 香 等 ,2010 ) 。 在 受到 大 肠 
杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 刺激 后 3 h 就 达到 高 峰 ， 这 
表明 Mdatta2 可 能 参与 了 家 蝇 抗 感染 免疫 过 程 并 在 
受到 病原 刺激 后 能 够 迅速 发 挥 作 用 ; 不 同 刺 激 源 诱 
导 结 果 表 明 : 大 肠 杆菌 (C ) 和 金黄 色 葡 萄 球菌 
(G ) 均 可 有 效 诱 导 虫 体 Mdatia2 上 调 表 达 , 但 金 
黄色 葡萄 球菌 的 诱导 作用 强 于 大 上 肠 杆菌 , 说 明 本 实 
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验 得 到 的 Mdatta2 可 能 对 革 兰 氏 阳 性 菌 具 有 更 高 的 
寺 异 性 。 这 些 结果 提示 ，Mdatta2 是 家 晶体 液 免 疫 
系统 中 的 重要 成 分 并 发 挥 重要 作用 。 对 Mdatta2 基 
因 的 克隆 和 定量 的 初步 研究 为 今后 研究 Mdatta2 f& 
白 在 家 晶 的 免疫 防御 体系 和 生长 发 育 中 的 作用 机 
理 , 以 及 活性 鉴定 来 确定 其 应 用 和 开发 价值 都 具有 
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